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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒言
ラングミュアープロジェット膜(LB膜)は 水面上に形成された単分子膜を固体基盤上に移行
させた分子層 レベルの厚みを持っ累積膜であり,近 年,固 体表面の機能化等を目的 として活発な
研究が行われている。一方,酵 素センサーに代表されるバイオセ ンサーの研究開発においてはデ
バイスと生体素子を結ぶ界面のデザイ ンは主要 なテーマの一っである。そこで,本 研究において
は分子 レベルでの表面修飾法 としてLB膜 を採用 し,そ れによって改質 されたデバイス表面への
酵素の固定化,お よびその酵素センサーへの応用について検討を加えた。
第2章 ポ リエチレンイミン(PEI)吸 着LB膜 のISFE丁 酵素センサーへの利用
親水基としてカルボキシル基を有するステアリン酸等のLB膜 は中性領域においてアミノ基を
有する水溶性ポリマーであるPEIを その親水表面に静電的に吸着することが可能である。PEIは
分岐構造を有するたあ吸着後も遊離のアミノ基を界面上に突き出す形 となる。 したがって,こ の
アミノ基を利用 してグルタルアルデヒド架橋法により,そ れ自体が有する荷電 によっては静電吸
着されがたい,あ るいは変性 されやすい酵素を固定化することが可能であった。一方,PEIと 同
様にアミノ基を有する水溶液 ポリマーであるが,線 状構造をとるポリアリルアミン,お よびポリ
(L一リジン)は 利用することができなかった。使用す るデバイスとしてはイオ ン感応性電界効果
トランジスター(ISFET)が 採用 された。具体的にはpH応 答性ISFETの ゲー ト部 に被覆された
PEI吸 着LB膜 を介 して α一キモ トリプ シンが固定化された。LB膜 による修飾の前後において
ISFETのpHに 対する応答性 はそれほど変化することはなかった。作製された α一キモ トリプシ
ン修飾ISFETは アセチルチロシンエチルエステル(ATEE)に 対 してそのゲー ト電位を変化 さ
せ,セ ンサーとして機能 した。この電位の変化はα一キモ トリプ シンによって触媒 されるATEE
の加水分解の結果であり,ゲ ー ト部付近の局所pHの 変化 にISFETが 応答す るためである。 ま
た,セ ンサーの応答は溶液中のpHに 依存 し,こ のことは固定化されたα一キモトリプシンの至
適pHの 影響と理解された。作製されたセンサーは約2週 間にわたって応答性を維持 した。
第3章 活性エステル含有LB膜 のISFET酵 素センサーへの利用






シンイ ミジルベヘノエー ト(1)を 合成 し,LB膜 として。作製されたLB膜 親水面に酵素はア ミ
ド結合を介 して固定化された。 しか しながら,実 際には合成された1は単独では安定 な凝集膜状
態の単分子膜を形成せず,膨 張膜状態のまま崩壊することが観察 された。また,そ の累積比は1
を大 きく越えており,単 独で秩序だった親水面を配向させることは困難であった。そこで,膜 形
成能に優れるステアリルアルコールが補助として用いられ,こ れと1と の混合単分子膜 がLB膜
の作製のために使用された。ISFETに 累積された混合単分子膜からなるLB膜 により,α 一キモ
トリプシンがそのゲー ト部に固定化され,ATEEに 対するセンサーが作製 された。センサーの応
答値は混合単分子膜中の1の含量に依存 し,重 量比で1を90%含 有す る混合単分子膜(モ ル比:
約20%)が 良好であり,第2章 におけるそれとほぼ等 しい結果を与えた。 しか しなが ら,作 製
されたセンサーの長期安定性は第2章 におけるものよりはるかに短 かった。一方,1か らなる
LB膜 にPEIを 共有結合により導入 した後,第2章 と同様にして酵素を固定化した場合,セ ンサー
の長期安定性 は第2章 とほぼ同様であった。 このことはグルタルアルデヒドによる処理の際に部
分的にPEIど うしが架橋 され,全 体 として固定化膜が安定化 されたためと理解された。1か ら
なるセンサーの安定性の低 さはLB膜 の安定性の低さに由来するものと思われ,セ ンサー作製の
ためにはLB膜 自身の強度が不足していることが示唆された。
第4章 ジチオ基含有LB膜 の1SFET酵 素センサーへの利用




質2,3が 合成 された。2,3は ともに単独でLB膜 を形成することが可能であり,こ のことは
エステル構造よりも明確な親水基を有する2,3の 良好な両親媒性のためであると思われる。 こ
れ らによって作製されたLB膜 親水面に酵素はジスルフィド結合を介 して固定化された。具体的
に は
2,お よび3のLB膜 が被覆 されたISFETに ウレアーゼが固定化 され,尿 素セ ンサーが作製 さ
れた。ウレアーゼによって触媒 される尿素の加水分解 によ りISFETゲ ー ト部の局所pHは 変化
し,そ の結果としてISFETは 尿素に対 して応答を与えた。しかしなが ら,そ の応答性は3の 方
が優れていた。これは2に比較 して3の 単分子膜が水面上でより高い崩壊圧 を与え ることか ら示
唆される,3か らなるLB膜 のデバイス上でのより良好な安定性のためと考えられた。っま り,
2か らなるLB膜 は酵素の固定化の際に徐々に崩壊するものと思われた。3か らなるセンサーを
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用いてその応答性に対する緩衝能の影響が評価された。使用する緩衝液の濃度の増大に依存 して
センサーの応答値は減少 し,ウ レアーゼによる局所pH変 化の抑制が示唆された。
第5章 アビジンービオチン相互作用に基づく酵素吸着LB膜 とその酵素センサーへの利用
LB膜 によるデバイス表面の疎水化は上記で示 した親水化による機能面の創出と同様に可能で
あり,ま た,種 々のLB膜 が共通 して提示 しうる疎水面を固定化のために利用することは汎用性
の面から興味深い。一般に疎水面に対 しタンパク質は疎水性相互作用 により物理吸着されやすい
が,酵 素はその際に変性を受け,活 性を喪失 しやすい。そこで,ス ペーサー蛋白質としてアビジ
ンの利用が試みられた。アビジンはビオチン(ビ タミンH)に 対 して極めて強い特異結合力(解
離定数K=10-15mol〃)を 有する結合性 タンパ ク質である。アビジンをLB膜 疎水面に吸着させ
た後,ビ オチンユニットが導入された酵素を作用させることにより(ブ リッジ法),あ るいはア
ビジンとビオチン化酵素か ら形成 される巨大複合体(ABC体)を 直接吸着 させることにより
(ABC法),良 好に活性を維持 したまま酵素を固定化することができた。具体的にはステア リン
酸LB膜 の被覆により疎水化された酸化インジウムスズ薄膜(ITO)電 極に ビオチ ン化 グルコー
スオキシダーゼ(B-GOD)が ブリッジ法,お よびABC法 によって固定化された。それぞれが グ
ルコースに対 し,酵 素反応の生成物である過酸化水素に由来する酸化電流を応答殖として与えた
が,そ の強度はABC法 からなるものの方が大 きか った。このことは固定化される酵素の導入量
に依存す るものと考えられた。 トリンダー試薬による測定においても固定化された電極表面にお




ロセンの長鎖アルキルァンモニウム塩(4)か らなるポリイオンコンプ レックス型LB膜 によっ
て疎水化されたITO電 極にもまたB-GODをABC法 によって導入することは可能だった。4が
示すサイクリックボルタモグラムはABC体 の吸着の前後で変化 し,固 定化がなされる際のLB
膜の構造変化を示唆した。4のLB膜 を被覆 したITO電 極より作製 されたグルコースセ ンサーは
ステア リン酸LB膜 被覆ITO電 極からなるそれよりもより低い電位で応答を示すことが可能だっ
た。このことは4の 有するフェロセニル基が過酸化水素の電解酸化 に対 してメディエーターとし
て機能するためと理解された。4の 使用はLB膜 が酵素を固定化するための支持体 としてだけで








審 査 結 果 の 要 旨
バイオセ ンサーを作製するためには トランスジューサに生体素子を活性を損なうことなく固定
化する必要があり,種 々の固定化法が開発されている。本研究ではラングミュアープロジェット
(LB)膜 を介 して トランスジューサーの表面に種々の方法で酵素を固定化 し,基 質濃度に選択的
に応答するバイオセ ンサーの性能を基礎的に研究 した。LB膜 は機能性分子を基板表面 に規則的
に配向させることができ,し か も分子 レベルの薄層であるなどの特徴を有 し,好 都合な界面修飾
法である。
本論文の研究内容は4章 か ら構成されている。まず,オ クタデカン酸,活 性エステルのべヘン
酸サクシンイ ミジル,2一ピリジルオクタデカニルジスルフィド,3功 ルボキシー4一ニトロフェニル
オクタデカニルジスルフィドの分子を電界効果 トランジスター(FET)の ゲー ト面に単分子膜ま
たは累積膜として被膜 し,製 膜条件,膜 物性などを検討 した。っいでポリエチレンイミンのスペー
サーを吸着させ α一キモ トリプシンをグルタルアルデヒド架橋法で固定,エ ステル交換法により
直接膜に固定,ま たはスルフィド交換法によりウレアーゼを直接膜に固定 し,電 位応答型の酵素
センサーを作製 した。 これ らのセンサーの基質に対す る応答の速度,範 囲,機 構,ま た固定され
た酵素の活性,セ ンサーの安定性などにっいて詳細に検討 した。その結果,酵 素の固定量が多い
ポリエチ レンイミンのスペーサーを用いた場合にセンサーの性能が良好であった。
上記結果を基にアビジンとビオチンの強い結合能力を用いる方法としては,酸 化イ ンジウム錫
薄膜電極(ITO)に オクタデカン酸膜を被覆 し,ア ビジンをLB膜 疎水面に吸着後,ビ オチ ン化
グルコースオキシダーゼを作用させる方法(ブ リッジ法)お よびアビジンとビオチン化酵素から
形成される巨大分子をLB膜 疎水面に吸着 させる方法(ABC法)を 取 りあげ,電 流応答型酵素
セ ンサーを作製 した。その結果は,酵 素固定化量の多いABC法 の方が性能が優れていた。 さら
にオクタデカン酸に替えて電子メディエーターとなりうるフェロセ ンの長鎖アルキルアンモニウ
ム塩か らなるLB膜 を用いると,本 研究中最良の結果が得 られた。
獄上 トランスジューサー表面へのLB膜 の修飾,LB膜 表面への酵素の固定,酵 素セ ンサーへ
の利用の基礎的分野において,い くっかの解明がなされた。よって本論文は博士(薬 学)の 学位
論文 として適当であると認ある。
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